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TOOS KASUTATUD LUHENDID

E e - ensiitimi redutseeritud vorm

E - ensiitimi okstideeritud vorm

It - biosensori viljundvool ajamomendil t

lo - biosensori viljundvool reaktsiooni algmomendil t=0

- biosensori véljundsignaali kogumuutus ajast t — oo (statsionaalne olek)

B - kineetiline parameeter, mis iseloomustab algkiirust
T, - ajakonstant, mis iseloomustab sensori inertsi

[E]ug - enstiimi kontsentratsioon lahuses

k(ﬁfz - hapniku néiv difusioonikoefitsient

k:at - protsessi ndiv kataliiiitiline konstant

C;ahus - substraadi kontsentratsioon lahuses

K02 - ensiitim-hapnik kompleksi dissotsiatsiooni konstant
K, - Michaelis-Menteni konstant

HPLC - korgefektiivne vedelikkromatograafia



SISSEJUHATUS

Biogeensed amiinid on aminoriihma sisaldavad tihendid, mis tekivad enamasti
aminohapete dekarboksiileerimisprotsessi tulemusena. Need on tugevat bioaktiivset toimet
omavad ained, mis signaalimolekulidena vahendavad organismis toimuvaid protsesse, kuid
mille liiga korge kontsentratsioon voib pdhjustada allergilisi reaktsioone. Organismi voivad
biogeensed amiinid sattuda lisaks aminohapete dekarboksiileerumisele ka toidu voi
ravimitega. Toiduainetes tekivad biogeensed amiinid sdilitamise kdigus, aga ka termilise voi
bakteriaalse tootlemise tulemusena ning nende suurenenud kontsentratsiooni on tdheldatud
just kadritatud ning roiskunud toidus.

Ténapdeval kasutatakse biogeensete amiinide madramiseks peamiselt kromatograafilisi
meetodeid. Kuna need meetodid nduavad aga proovide spetsiaalset ettevalmistamist, kallist
aparatuuri ning korgelt kvalifitseeritud t66jou olemasolu, otsitakse odavamaid, kiiremaid ja
lihtsamaid meetodeid. Uheks alternatiiviks on biosensorite kasutamine, nende eeliseks on
analiilisi odavus, kiirus ja lihtsus. Samuti pole vajalik proovide eeltodtlus ning analiilise on
voimalik teostada kohapeal.

Kéesoleva magistritod eesmargiks oli uurida vdoimalusi biogeensete amiinide biosensori
konstrueerimiseks, kasutades bioselektiivse elemendina herneidudest eraldatud amiini
okstidaasi ja baaselektroodina Clarki’i tiilipi hapnikuandurit. T66s iseloomustatakse enstitimi
eraldamise ja puhastamise efektiivsust ning kataliiiitilisi omadusi erinevate amiinide ja
amiinide segude suhtes. Eraldatud amiini oksiidaasi kasutamiseks biosensori bioselektiivse
elemendina immobiliseeritakse ensiiim erinevaid meetodeid kasutades niidikujulisele
nailonkandjale ning uuritakse immobiliseeritud ensiitimi aktiivsust kadaveriini suhtes. Amiini
oksiidaasil baseeruvat biosensorit kasutatakse biogeensete amiinide midramiseks kala
proovides ning saadud modtetulemusi vorreldakse korgefektiivse vedelikkromatograafia

andmetega.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Biogeensed amiinid

Biogeensed amiinid on alifaatsed (putrestsiin, kadaveriin, spermidiin, spermiin),
aromaatsed (tliramiin, feniilietiiilamiin) vO0i1 heterotsiiklilised (histamiin, triiptamiin)
aminorithma sisaldavad iihendid, mis tekivad enamasti aminohapete dekarboksiileerumis-
protsessi tulemusena orgaanilise aine lagunemisel, kusjuures neil on enamasti tugev

[1-3

ebameeldiv 16hn '), Kadaveriini nimetatakse seetdttu sageli ka laibamiirgiks.

Mitmete biogeensete amiinide funktsiooniks elusorganismides on nirvisiisteemi
signaalide iilekanded (dopamiin, tiiramiin ning mdningad monoamiinid). Need iihendid on
tugeva psiihhotroopse toimega ning neil arvatakse olevat seos inimeste psiiithika ja mitmete

4 Organismi voivad biogeensed amiinid sattuda aminohapete

[

ndrvisilisteemi haigustega
dekarboksiileerumisel, ravimite ning toiduga Olulisemad biogeensed amiinid nagu
putrestsiin, kadaveriin ja histamiin tekivad vastavalt arginiini (ornitiin), liisiini ja histidiini
lagunemisel (joonis 1) ning on orgaaniliste {ihendite roiskumisprotsessi toimumise olulised

indikaatorid.

H
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L-ornithine putrescine

Joonis 1. Toiduainetes enim leiduvate biogeensete amiinide tekkimine aminohapete
dekarboksiileerumisel.



Putrestsiini ja kadaveriini médramine toiduainetes on oluline ka sellepérast, et lisaks enda

toksilisusele suurendavad nad ka histamiini toksilisust elusorganismidele (.3

1.1.1 Biogeensete amiinide leidumine toidus

Biogeenseid amiine voib leiduda véga erinevates toiuduainetes — lihas, kalas, Sokolaadis,
hapukapsas, Olles, punases veinis, juustus jne. Enim levinud on monoamiinidest histamiin,
tiiramiin ja triiptamiin ning diamiinidest putrestsiin ja kadaveriin. Poliilamiinid spermidiin ja
spermiin tekivad putrestsiinist %,

Toiduainetes tekivad biogeensed amiinid enamasti sdilitamise kdigus, aga ka termilise voi
bakteriaalse todtlemise tulemusena ning nende eriti kdrget kontsentratsiooni on tdheldatud
kadritatud ning roiskunud toidus !, Seetdttu omab nende miiramine suurt tihtust toidu

kvaliteedi ja vérskuse hindamisel.
1.1.2 Biogeensete amiinide maaramise meetodid

Ténapdeval kasutatakse amiinide médramiseks mitmeid viise, enim kasutust on leidnud
kromatograafilised meetodid — planaarkromatograafia (TLC) ning kdorgefektiivne vedelik
kromatograafia (HPLC) 2!, TLC meetod on kergesti libiviidav ja ei vaja spetsiaalset
aparatuuri, kuid wvajalik on proovide ettevalmistamine ning meetod on vaid pool-
kvantitatiivne. HPLC meetod on biogeensete amiinide maédramisel iiks olulisemaid, sest
vOimaldab véga viikeste ainehulkade midramist. Kromatograafiliste meetodite olulisemaks
eeliseks ongi nende suur tundlikkus ja tipsus !, kuid suurimaks puuduseks on acgandudev
proovide ettevalmistamine. Vajalik on ka proovide derivatiseerimine, milleks peamiselt
kasutatakse dansiilil-, dabsiilil- ja bensoiiiilkloriidi ning o0-ftaalaldehiitidi (OPA). OPA
reageerib vdga kiiresti just primaarsete amiinidega redutseerivate reagentide (2-
merkaptoetanool, N-atsetiiiiltsiisteiin) juuresolekul, kuid saadud derivaadid on ebastabiilsed.
Dabsiitil- ja dansiiiilkloriid reageerivad nii primaarsete kui ka sekundaarsete amiinidega,
andes stabiilsed derivaadid. Enim kasutust on leidnud danstiiilkloriid. HPLC detektoritena on
kasutusel flouresents-, UV- vdi elektrokeemilised detektorid. Ulevaade HPLC meetodi
labiviimise erinevatest tingimustest biogeensete amiinide miiramiseks on toodud Onal, A,
2007 ™. Kromatograafiliste meetodite kdrval kasutatakse ka kapillaarelektroforeesi (CE),
millel on hea lahutusefektiivsus ja vidike analiilitide kulu. CE kasutatakse enamasti

heterotsiikliliste ja aromaatsete amiinide méa4ramiseks [,



Uheks voimalikuks alternatiiviks traditsioonilistele biogeensete amiinide méiramise

meetoditele on biosensorite kasutamine, nende eeliseks on analiilisi odavus, kiirus ja lihtsus.

Biosensorite kasutamisel jdidb dra aegandudev proovide ettevalmistamine ning analiilise on

voimalik teostada kohapeal !, Biogeensete amiinide mairamiseks kasutatavad biosensorid

baseeruvad oksiidaasidel ning erinevatel elektrokeemilistel anduritel. Nende tundlikkuseks on

kirjanduse andmetel pakutud 10°® — 10 M. Biogeensete amiinide biosensoritest ja nende

madramispiiridest annab {iilevaate tabel 1.

Tabel 1. Biogeensete amiinide méadramiseks kasutatud amiini oksiidaasidel baseeruvad

biosensorid; His: histamiin; Put: putrestsiin; Cad: kadaveriin; Tyr: tiiramiin; Spd: spermidiin;
Spm: spermiin; n.a.: pole antud; LOD: tundlikkus; LR: lineaarne ala.

Maaratavad LOD LR (uM) | Elektrood

aine (M)

Put 10nM | 0,01-100 | Siisinikelektrood L6

Put, Cad, His 25 n.a. Pt elektrood 7]

Put, His 0,5nM | 0,9-70 nM HiTrapTM NHS-aktiveeritud ™
kolonn

Spd 7,1nM | na. Siisinikelektrood ]

His, Cad, Put 0,6 1-100 Pt elektrood 10l

His 2,2 10-200 Grafiitelektrood [t

Cad, Put, His, |0,5 1-50 Pt elektrood =]

Spd, Tyr

Cad, Spm 2,0 n.a. Siisinikelektrood 131

Cad, Put, Spd, |0,2 0,5-10 Pt elektrood 1l

Spm

His, Put n.a. 0,17-20 Pt elektrood 1]

His 0,1 0-100 Klaassiisinik elektrood [10]

1.2 Biosensori moiste ja toOpohimote

Biosensor on integreeritud analiiiitiline silisteem, milles on iihendatud bioloogiliselt
aktiivne komponent, mille abil toimub méératava aine molekulide dratundmine ning selle

dratundmisreaktsiooni signaali moddetavaks signaaliks muundav seade. Biosensorid



tthendavad nii biokomponentide kdrge selektiivsuse kui ka elektrokeemilise analiiiisi tédpsuse
ja kiiruse ("7,

Bioselektiivseks elemendiks voivad olla ensiliiimid, antikehad, mikroorganismid jm.
bioaktiivsed materjalid, mis on viidud voimalikult tihedasse kontakti signaali registreeriva
seadmega. Bioloogiline materjal v3ib olla otseselt seotud sensori pinnale vdi moodustada osa
Shukesest sensoripinda katvast membraanist /',

Biosensorite ~ kasutamine  vOrreldes  traditsiooniliste ~ kromatograafiliste  ja

[16-18] peamiseks

spektrofotomeetriliste analiiiisimeetoditega on tunduvalt lihtsam ja odavam
biosensorite puuduseks on sobiva toopiirkonna leidmine, bioaktiivse komponendi
inaktiveerumine ajas ning tundlikkuse vihenemine korduval kasutamisel.

Biosensorite rakendusalasid on tidnapdeval mitmeid, koige enam kasutatakse neid

tervishoius, todstuslike protsesside kontrollimisel ning keskkonnamonitooringus.

1.3  Amiini okslidaasi iseloomustamine

Amiini oksiidaasid on ensiiiimid, mis kataliilisivad amiinide oksiideerumist hapniku
toimel. Nad esindavad ensiiiimide klassi, mida jagatakse kaheks riihmaks. Ensiiiimid, mille
molekulis on flaviinadeniin nukleodiid kuuluvad nn. FAD-sisaldavate amiini oksiidaaside
rihma (FAD-AO, EC 1.4.3.4). Flaviini sisaldavate amiini oksiidaasidel on mitmeid
triviaalnimetusi, nditeks tiiraminaas, poliiamiini oksiidaas, spermiini oksiidaas jne. !'”). Vaske-
sisaldavad amiini oksiidaasid sisaldavad kovalentselt seondunud Cu" iooni (Cu-AO, EC
1.4.3.6). Vaske-sisaldavate amiini oksiidaaside triviaalnimetused on histaminaas, diamiini
oksiidaas, SSAO (semicarbazide-sensitive amine oxidase) ['!. Need kaks amiini oksiidaaside
rihma on selgesti eristatavad nii substraatide, nende inhibiitorite kui ka bioloogiliste

funktsioonide poolest 22!,

1.3.1 Amiini okstidaasi leidumine, eraldamine ja puhastamine

Amiini okstlidaasi leidub véga laialdaselt: mikroorganismides, pdrmis, seentes, erinevates
taimedes ja loomades [21-29) Taimede seemnetes, mis ei ole veel idanema hakanud, amiini
oksiidaas puudub ning hakkab tekkima alles idanemisprotsessi kdigus. Ensiitimi aktiivsus on

] 2839311 Olenevalt organismist

suurim taime kasvavates osades ja langeb taime vananemise
on vaske sisaldavatel amiini oksiidaasidel vdga erinevad funktsionaalsed rollid. Taimedes

osalevad amiini oksiidaasid rakkude kasvamisprotsessis, reguleerides di- ja poliiamiinide taset



raku sees. Loomsetes organismides osalevad amiini oksilidaasid rakusisestes

(23] Enim kasutust leidnud lihte-

signalisatsiooniprotsessides ning detoksifikatsioonil
materjaliks amiini oksiidaasi eraldamiseks on taimed, eriti aga liblikdielised. Selle peamiseks
pohjuseks on taimede lihtne kittesaadavus ning algmaterjali odavus vorreldes loomsete voi
bakteriaalsete materjalidega. Kirjanduse andmetel on liblikoielistest eraldatud amiini
oksiidaasid ka korgemate ensiimaatiliste aktiivsustega kui loomset ja bakteriaalset piritolu
enstiitimid.

Taimedest puhastatakse amiini oksiidaasi enamasti lihtsat standardmeetodi abil, mis
seisneb homogeniseerimises, ensiilimi véljasoolamises ja erinevate kromatograafiliste

(283234 Esmakordselt puhastati amiini oksiidaasi taimsest materjalist

[35]

meetodite rakendamises
aastal 1948, kusjuures toona oli algmaterjaliks spinat . Kéesoleval ajal kasutatakse
algmaterjalina véiga erinevaid allikaid, seejuures erinevatest algmaterjalidest eraldatud

ensuimide kataliititilised omadused erinevad suuresti.
1.3.2  Amiini okstidaasi kataltttilised omadused

Vaske-sisaldavad amiini oksiidaasid kataliiiisivad mono- ja poliilamiinide, sealhulgas ka

mitmesuguste biogeensete amiinide, oksiideerumist hapniku toimel. Summaarne reaktsiooni

skeem on jérgmine [*!;

RCH,NH, + H,0 + O, —%~*© 3 RCHO + NH, + H,0, (rl).
Reaktsioon toimub kahes etapis nn. ping-pong mehhanismi alusel *);

E, + RCH,NH,—> E,, + RCHO (r2),
E. +0, > E,  +NH, +H,0, (r3),

kus E_, enstiimi oksiideeritud ja E,, redutseeritud vorm. Reaktsiooni I etapis seostub

ensiiiimi molekuliga amiin ning tekib aldehiilid ja ensiilimi redutseeritud vorm, mis on

voimeline siduma endaga hapnikku. Reaktsiooni II etapis vabaneb ammoniaak ja ensiiiimi

(23]

oksiideeritud vorm . Kofaktoriks on vaske sisaldavate amiini oksiidaasidel TPQ (2,4,5-

trihiidroksiiiilfeniiiilalaniinkinoon) #*-%!,

10



Amiini oksilidaasi aktiivsus sOltub paljudest faktoritest, millest olulisem on aktiivtsentri
kéttesaadavus substraadi molekulidele. Pohisubstraadid amiini oksiidaasidele on 1,4-
diaminobutaan ja 1,5-diaminopentaan, mis tekivad roiskumisprotsessi tulemusena ",
Herneidudest eraldatud amiini oksiidaasil on kirjanduse andmetel suhteline eriaktiivsus 100%
1,4-diaminobutaani (putrestsiini), 111% 1,5-diaminopentaani (kadaveriini), 56% agmatiini ja
spermidiini, 44% 1,6-diaminoheksaani, 30% histamiini ja 8% spermiini suhtes [**-*]
Liblikdielistest taimedest eraldatud amiini oksiidaasidele eri autorite poolt méaédratud konstandi
Km véirtused olulisemate biogeenstete amiinide suhtes on toodud tabelis 2.

Klassikalised ensiiiimkineetika uurimused on niidanud, et Li" ja Na-ioonid on amiini
oksiidaasile ndrgad mittekonkureerivad inhibiitorid; seevastu suuremad leelismetallide ioonid

nagu K, Rb" ja Cs" inhibeerivat mdju ei oma %",

Tabel 2. Liblikoiclistest puhastatud amiini oksiidaasi Ky, vdértused erinevate substraatide
jaoks.

Substraadid Km (MM)

Putrestsiin 0,20 Harilik hernes [42]
0,09 Pdldseahernes [43]
0,16 Harilik hernes [44]
0,43 Harilik hernes [45]
0,27 Pdldseahernes [45]

Kadaveriin 0,13 Pdld-seahernes [43]
0,4 Harilik laats [46]
0,21 Esparsett-hiirehernes [46]
0,11 Lambal&ats [47]
0,26 Harilik hernes [44]
0,10 Pdldseahernes [45]

Histamiin 0,22 Harilik hernes (6]
0,79 Pdldseahernes [45]
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1.4  Ensttumide immobiliseerimine mittelahustuvale kandjale

Enstitimide kataliititilise aktiivsuse sdilitamiseks ja suurendamiseks ning nende korduvaks
kasutamiseks =~ immobiliseeritakse  biosensorites  kasutatavad  ensiiimid  tavaliselt
mittelahustuvatele kandjatele, mis on integreeritud signaali muunduriga.

Immobiliseeritud ensiiiimide kasutamisega on voimalik biosensorsiisteemide t66d oluliselt
parandada, kuna *%%°;

a) solubiliseeritud ensiiimid on ebastabiilsed ning pole seetdttu hésti rakendatavad
stisteemides, kus tootatakse orgaaniliste lahustitega vOi juhtudel, kus on tegemist
korgete temperatuuridega,

b) ensiimaatilisi reaktsioone kasutavate mittepidevate tehnoloogiliste protsesside korral
on tehniliselt vdga raske ensiilimi reaktsioonisegust peale reaktsiooni toimumist uuesti
kétte saada, millega oleks voimalik kédivitada uus reaktsioon.

Seevastu immobiliseeritud ensiiiime saab:

a) kasutada korduvalt,

b) nad on stabiilsemad kui lahustunud vormis enstiiimid ning neid on vdimalik kasutada
pidevprotsesside labiviimisel 54,

Ensiiimide immobiliseerimise peamiseks probleemiks on funktsionaalse struktuuri

sdilitamine ning steeriliste takistuste viltimine aktiivtsentritele.

Ensiitimide immobiliseerimise meetodeid on mitmeid. Enim kasutust on leidnud ensiitimi
kovalentne sidumine kandjale **), kuna vdimaldab saada viga stabiilse sideme ensiiiimi
molekuli ja kandja vahel. Kovalentse sideme moodustamiseks vajalike rektsioonitingimuste
valikul tuleb silmas pidada, et need ei pohjustaks ensiimaatilise aktiivsuse kadumist. Samuti ei
tohi kasutatud reagendid mojutada ensiitimi aktiivtsentreid ning reaktsiooni keskkond peab
olema ensiliiimile optimaalne (pH, temperatuur). Kovalentse sideme moodustamiseks
kasutatakse enamasti vabu karboksiiiil-, amino-, hiidroksiiiil-, sulthiidriiiil- ja fenoolriihmi,
mis tekitatakse kandjale selle aktiveerimise kdigus. Sagedasti kasutatakse ka nn. linker’it
(nditeks glutaaraldehiiiid, diisotsiianaat), mis on vaheliiliks ensiilimi ja kandja vahel ning
annab ensiitimi molekulile parema liikuvuse ja suurema aktiivsuse **!. Tanapseval on hakatud
immobiliseerimiseks kasutama ka nn. lukustamise meetodit, mille kdigus ensiiiim seotakse

[50,51

kas maatriksisse voi ,,lukustatakse” mikrokapslitesse 1. Maatriksiteks voival olla nii

stinteetilised kui ka looduslikud poliimeerid. Kapseldamise korral sisestatakse enstitimid

erinevatest poliimeeridest kapslitesse, mille 1dbimdddud jadvad vahemikku 5- 300 pm P%*!.
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Ensiiimimolekulid ei mahu oma moddtmete tdttu membraanide pooridest ldbi, kiill aga

mahuvad sealt 14bi substraatide ja produktide viiksemad molekulid.

1.4.1 Nailon - potentsiaalne mittelahustuv kandja enstitimi immobiliseerimiseks

Kandjana ensiiimide immobiliseerimisel on kasutatud vdga mitmeid poliimeerseid

materjale. Kandja valikul tuleb silmas pidada, et materjal oleks piisavalt tugev, stabiilne ning

vastupidav reagentide ja temperatuuri suhtes. Uks enim kasutust leidnud kandjaks on nailon,

kuna materjal on ohutu, inertne ning kergesti kitte saada erinevates vormides (pulber, torud,

niit, membraanid jne.). Peamiseks nailoni eeliseks on selle tugev hiidrofiilsus [**~?!. On teada,

et nailoni pinnal on iiksikud vaba riihmad, mille kaudu on vdimalik ensiiiimi sidumine

kandjale. Reaktsiooni tsentrite arvu suurendamiseks on vajalik nailoni pinna eelnev

tootlemine 02

Fy

¥

a

B

50 nm

Joonis 2. Nailoni pinna struktuur.

Enm
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], Nailoni pinna struktuur on toodud joonisel 2.
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2

2.1

EKSPERIMENTAALNE OSA

Kasutatud reaktiivid

Ammooniumhiidroksiid NH4OH 25 % (Reachim, Venemaa)
Ammooniumsulfaat (NH4),SO4 (Reachim, Venemaa)

Dansiitilkloriid (Sigma)

Dietiitiaminoetiiiil-tselluloos (DEAE-tselluloos, Amersham Bisciences, Rootsi)
Dimetiiiilsulfaat (VEB Laboratorchemie Apolda)

Glutaaraldehiiiid 25 %-line (Reanal, Ungari)

Kaaliumdivesinikfosfaat KH,PO,4 (Reachim, Venemaa)
Kaaliumvesinikfosfaat (Reachim, Venemaa)

Metanool (puhtus 99+%, Sigma)

Na-hiidroksiid NaOH (Chemapol, TSehhoslovakkia)

Perkloorhape HCIO, (Keemilise fiilisika instituut)

Sephadex G-200 (Pharmacia, Rootsi)

Sooda NaHCOj; (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)

Soolhape HCI (Fisher ChemAlert Guide)

Trietiitilaminoetiiiil-tselluloos (TEAE-tselluloos, Reachim, Venemaa)
Triklorodiddikhape CCI3COOH (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)

Amiini okstidaasi substraatidena kasutati:

1,2-diaminoetaan (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
1,3-diaminopropaan (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
1,4-diaminobutaan (putrestsiin) (Sigma)

1,5-diaminopentaan (kadaveriin) (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
1,6-diaminoheksaan (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
1,7-diaminoheptaan (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)
I-aminobutaan (Orgaanilise ja bioorgaanilise keemia instituut)

histamiin (Fluka AG)

dopamiin (Sigma)

Sephadex G-200 kolonni kalibreerimiseks kasutati:

dekstriinsinine (Reanal, Ungari)

alkoholi oksiidaas (EC 1.1.3.13, Sigma)
gliikoosi oksiidaas (EC 1.1.3.4, Sigma)
katalaas (EC 1.11.1.6, Sigma)

bovine serum albumine (Reachim, Venemaa)
kaaliumdikromaat (Reachim, Venemaa)
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2.2 Kineetiliste m6dtmiste aparatuur ja metoodika

Amiini oksilidaasi aktiivsuse midramiseks kasutati baasandurina amperomeetrilist Clark i
tiitipi hapnikuandurit, mis vdimaldas jélgida hapniku kontsentratsiooni muutumist ensiiiimi
poolt kataliiiisitava reaktsiooni kéigus. Sensor todtab galvaanilise elemendina, mille katoodil

toimub elektrokeemiline hapniku redutseerumine:
O, +2H,0 +4e” =4(0OH) (r4).
Hapnikuanduri katoodiks on kroom-nikkeltraat, mis on keritud anduri korpusele. Katoodi
vélispind on kaetud poliietiileenkilega, mis on takistuseks suurtele molekulidele ja ioonidele,
kusjuures hapnik difundeerub piisava kiirusega, et tagada registreeritav vool. Anduri korpuses
asub pressitud kaadmiumilaastudest anood, millel toimub kaadmiumi oksiidatsioon:

2Cd +40H ™ =2Cd(OH), +4e” (r5).

Clark’1 tlitipi hapnikuanduri ehitusest annab iilevaate joonis 3.

i

Joonis 3. Clark’i tiiipi hapnikuanduri 1abildige: 1 — tihend, 2 — korpus, 3 — anood, 4 —
korpuse perforatsioon, 5 — katood, 6 — kapronniit, 7 — elektroliiiidilahus, 8 — poliietiileenkile.
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Kasutatud anduri membraani pinna suurus oli 5,65 cm? ja poliietiileenkile paksus 60 um.
Modoterakuna kasutati Shukindlat klaasndud (V = 40 ml), milles asuvat reaktsioonisegu segati
pidevalt magnetsegaja abil. Rakus olev hapnikuandur iihendati arvutiga, mis vdimaldas
andmete automaatset registreerimist ja salvestamist.

Kineetilised mdotmised viidi 14bi temperatuuril 25 °C 0,1 M fosfaatpuhvrisse valmistatud
substraatide lahustes (pH 7,00). Kodik lahused valmistati Milli-Q veest ning puhvrite pH
kontrolliti tdpsusega + 0,02 {iihikut. Hapnikuandur asetati ohuhapnikuga kiillastatud
modtelahusega tdidetud moodterakku ning lasti vdljundvoolul stabiliseeruda. Seejérel siistiti
modterakku reaktsiooni kéivitamiseks herneidudest eraldatud ensiiiimi (100 pl). Biosensori

valjundvool registreeriti 1 sekundilise intervalliga.

2.3 Reaktsiooni iseloomustavate parameetrite arvutamine

Iga eksperimentaalne kover sisaldas 1000-2000 punkti. Eksperimentaalsete andemete
tootlemisel keskmistati andmed keskkonnast pdhjustatud miirade vdhendamiseks iile 10
tulemuse. Seejarel andmed normaliseeriti /1.

Biosensori normaliseeritud viljundvoolu I/l 1seloomustamiseks ja
reaktsiooniparameetrite leidmiseks kasutati amperomeetrilise biosensori mudelit, mis

kirjeldab viljundvoolu muutust ajas °*>>:

It S n Z-s 2 t
L= A-exp(-Bt)+(1-A)=2-AY (-)" - —————. -B,) —exp(-n*-— | (vl),
I, exp(=Bt) + (1- A) HZ::,( ) B exp(=B,) — exp( T} (v1)

S S
kus I; on biosensori viljundvoolu suurus ajahetkel t; ly véljundvoolu suurus reaktsiooni
algmomendil t = 0, % on hapnikuanduri inertsi iseloomustav suurus ning A ja B on

substraatidele iseloomulikud kompleksparameetrid, mis avalduvad jargmiselt:

A= k:at '[E]md 'Clahus
Kci? . Ko2 . Ks + (k:at '[E]UId + k;?]g . KO2 ).Clahus (v2),

S
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k:at [E ][]Id C lahus
S

Koz (@)
B= K 1 Clahus + kdhg (v3),

S S

kus k:at protsessi ndiv kataliiiitiline konstant, [E]yqg on ensiitimi kontsentratsioon lahuses,

lah . . o . o . .
c"° substraadi kontsentratsioon lahuses, Kz hapniku niitav difusioonikoefitsient ning

K02 ja K, iseloomustavad vastavalt hapniku sidumist aktiveeritud ensiiiimiga ja ensiiiim-

hapnik kompleksi moodustumist. Parameeter A vastab viljundsignaali kogumuutusele ja B on
kineetiline  parameeter. = Modlemad  arvutatud  parameetrid  soltuvad  substraadi

kontsentratsioonist hiiperboolselt.

Reaktsiooni parameetrite arvutamiseks kasutati programme SigmaPlot® 9.0 (SPSS

Software, USA) ning GraphPad Prism® 4.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

2.4 Amiini okstidaasi eraldamine ja puhastamine

Herned (Pisum sativum) pesti 0,5 % KMnOy lahusega hallituste ja bakterite hdvitamiseks,
seejirel idandati pimedas toatemperatuuril. Kaheksa pdeva vanused idud koguti ning
homogeniseeriti uhmris. Ekstraktist eraldati tahked osakesed tsentrifuugimise teel 30 minuti
jooksul 27 000 g juures. Seejérel lisati ekstraktile ammooniumsulfaati 30 %-ni kiillastus
kontsentratsioonist, segati magnetsegajal 30 minutit ning tsentrifuugiti uuesti 27 000 g juures
20 minutit. Sade eemaldati ja saadud ekstraktile lisati ammooniumsulfaati 70 %-lise kiillastus
kontsentratsioonini. Segu segati magnetsegajal 30 minutit ning tsentrifuugiti 27 000 g juures
20 minutit. Saadud sade lahustati kiilmas 0,1 M fosfaatpuhvris (pH = 7,00) ning dialiiiisiti 24
tunni jooksul 0,1 M fosfaatpuhvris (pH = 7,00).

Enstlitimi edasiseks puhastamiseks siistiti dialiitisitud lahus DEAE-tselluloosiga tdidetud
kolonni (@ = 2,5 cm, h = 20 cm) ning voolutati voolukiirusel 9 ml/h 0,02 M fosfaatpuhvriga
(pH = 7,00), seejérel valgu eraldamiseks 0,1 M KCl lahusega 0,1 M fosfaatpuhvris. Proovid
koguti 7 ml fraktsioonidena. Kogutud fraktsioonides méérati ensiiimi aktiivsus
amperomeetriliselt ning ensiiiimi sisaldavad fraktsioonid viidi Sephadex G-200-ga tiidetud
kolonni (@ = 1,5 cm, h = 53 cm), mida voolutati 0,02 M fosfaatpuhvriga (v =9 ml/h). Proovid

koguti 2 ml fraktsioonidena. Kogutud fraktsioonides méairati ensiitimi aktiivsus.

17



Kogu puhastamine viidi 1dbi +4 °C juures ning pérast igat etappi médrati amiini oksiidaasi

eriaktiivsus. Amiini oksiidaasi puhastamise skeem herneidudest on toodud joonisel 4.

Hemeidude Sadestaming
hormogenizeeritud ———  »
ekatrakt

Sadasfaming

30 % 70 %% dialiiisitud sade
Toom-vaheius
kromatograafla
r( Geellromatopragfia jq—‘

Puhastatud amiini oksiidaas

(MHA2504 | e cpair (NH)2504 Lohustatud ja

Joonis 4. Amiini oksiidaasi puhastamise skeem.

Sephadex G-200 tdidetud kolonni kalibreerimiseks kasutati markerainetena dekstriinsinist
(M = 2000 kDa), alkoholi oksiidaasi (M = 600 kDa), gliikoosi oksiidaasi (M = 158 kDa),
katalaasi (M = 232 kDa), BSA (M = 66 kDa) ja kaaliumdikromaati (M = 294 Da).

Kalibreerimisgraafikut kasutati amiini oksiidaasi molekulmassi madramiseks.

2.5 Amiini okstdaasi immobiliseerimine

Amiini oksiidaasi immobiliseerimiseks kasutati kandjana 80 cm pikkuseid nailonniite.

Immobiliseeritud ensiitimi hoiti +4 °C juures 0,1 M fosfaatpuhvris (pH = 7,00).
2.5.1 Immobiliseerimine nailonile dimettilsulfaadi abil

Nailoni aktiveerimiseks hoiti kandjat 2...5 minutit +60 °C juures dimetiiiilsulfaadis
(DMS). DMS eemaldamiseks pesti kandjat korduvalt jadkiilmas metanoolis ning seejdrel
jadkiilmas 0,1 M fosfaatpuhvris (pH = 7,00). Kandjat inkubeeriti 24 tunni jooksul +4 °C
juures amiini oksiidaasi lahuses 0,1 M fosfaatpuhvris (pH = 7,00). Sidumata jddnud ensiitimi

eraldamiseks pesti kandjat 0,1 M fosfaatpuhvriga (pH = 7,00).
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Joonis 5. Amiini okstidaasi immobiliseerimine nailonile dimetuitilsulfaadi abil.

2.5.2 Immobiliseerimine nailonile glutaaraldehtitidi abil

Amorfse nailoni eraldamiseks hoiti kandjat 5...20 minutit +50 °C juures 18,6 % CaCl,
lahuses, mis oli eelnevalt valmistatud 18,6 % vesi-metanool segusse. Seejérel pesti kandjat 20
minuti véltel 0,1 M fosfaatpuhvriga (pH = 7,00). Nailoni pinna osaline hiidroliiiis viidi labi
+45 °C juures 3,6 M soolhappega, kusjuures hiidroliilisi aega varieeriti 20...60 minutini.
Pérast hiidroliiiisimist pesti kandjat 0,1 M fosfaatpuhvriga (pH = 7,00) ning hoiti 5...60
minutit toatemperatuuril 2,5...12,5 % glutaaraldehiiiidi lahuses. Too6tlemisele glutaar-
aldehiiiidiga jargnes ensiitimi sidumine: +4 °C juures inkubeeriti kandjat 24 tunni jooksul
ensiitimi lahuses, mis oli eelnevalt valmistatud 0,1 M fosfaatpuhvrisse (pH = 7,00). Sidumata

jaanud ensiitimi eraldamiseks pesti kandjat 0,1 M fosfaatpuhvriga (pH = 7,00).

HCVH,0 glutaraldehyde (E)- NH,
*+(CH2)6—C—NH}* —_— *{»c:o +NH3+* e *%C:o N%—* — *{»c:o N«}*
I [ " )L =
0 0 t|:H 0 t|:H
(CHy) (CHp)s
CHO CH
Iu-Enxyme

Joonis 6. Amiini oksiidaasi immobiliseerimine nailonile glutaaraldehiiiidi abil.

2.6 Amiinide biosensori valmistamine

Biosensori konstrueerimiseks kasutati Clarki’i tiilipi hapnikuandurit. Immobiliseeritud
amiini oksiidaasi sisaldav nailonist niit, mille pikkus oli 80 cm, lisati reaktsiooni segusse, et
viltida niidi kinnitamisest anduri pinnale tulenevatest tdiendavatest difusioonilistest

takistustest.
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2.7 Biogeensete amiinide anallits kala proovides

2.7.1 Proovide ettevalmistamine

Kadaveriini ja putrestsiini 0,02 M standardlahused valmistati 0,1 M fosfaatpuhvrisse (pH
7,00).

Biogeensete amiinide sisaldust uuriti hdobeheigis soltuvalt kalaproovi vanusest, kusjuures
analiitisiti kokku kiimmet proovi. Proove hoiti kahel erineval temperatuuril +4 °C ja
toatemperatuuril. Proovide sdilitamise aega varieeriti 1...10 pdevani. Proove valmistati ette
kahel meetodil.

Meetod nr. 1. Kalaproove kaaluti 2 g ning ekstraheeriti 5 ml 5%
triklorodddikhappega (TCA). Proove segati ning jdeti 10 minutiks toatemperatuuril seisma.
Seejdrel tsentrifuugiti 10 minutit 5 000 g juures. Ekstrakt eemaldati ning kdikide proovide
ruumalad viidi 6 ml-ni 5% TCA-ga. Sellele jargnes ekstraheerimine 5 ml butanool / n-
heptaan (1:1) lahuses.

Meetod nr. 2. Kalaproove kaaluti 3 g ning ekstraheeriti 4,5 ml 0,4 M perkloorhappega
(PCA). Proovid asetati ultrahelivanni 10 minutiks. Sademe eraldamiseks tsentrifuugiti proove
10 minutit 5 000 g juures. Ekstrakt eemaldati ning kdikide proovide ruumalad vordsustati

0,4 M PCA-ga. Sellele jiargnes ekstraheerimine 5 ml butanool / n-heptaan (1:1) lahuses.
2.7.2 Proovide derivatiseerimine

200 pl analiiiisitavale proovile (100 ul standardlahusele) lisati 20 ul 2M NaOH, 30 pl
kiillastatud NaHCO; lahust. Ennem 500 pl dansiiiilkloriidi lahuse (10 mg/ml atsetoonis)
lisamist kontrolliti proovi pH. Seejdrel proove segati ning jdeti 45 minutiks fooliumisse
pakituna toatemperatuuril seisma. Reaktsioon peatati 10 pl 25 % NH4OH lisamisega. Enne

anallilisimist eraldati sade tsentrifuugimise teel ning kontrolliti pH.
2.7.3 HPLC analtuusi tingimused

Solventidena kasutati A: MilliQ-vett ja B: atsetonitriili. Biogeensete amiinide
eraldamiseks kasutati lineaarset gradienti, mis algas 50:50 A-B ning 16ppes 30 minutil 10:90
A-B. Igale analiilisile jirgnes 7 minutiline kolonni pesemine, mis oli vajalik esialgsete
analiilisi tingimuste taastamiseks (A-B 50:50). Voolukiirus hoiti alati konstantne 1 ml/min.

Detektorina kasutati flouresents- ja UV detektoreid. Analiiiisitavat proovi siistiti 10 pl.
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3 TULEMUSED JA ARUTELU

3.1 Amiini oksiidaasi puhastamine ning puhastamisprotsessi efektiivsuse

hindamine

Kirjanduse andmetel sdltub amiini oksiidaasi eriaktiivsus herneidudes nende kasvamise
faasist. Maksimaalse eriaktiivsuse leidmiseks méérati ensiitimi eriaktiivsus amperomeetriliselt
3...16 pideva vanuste idude homogeniseeritud ekstraktis. Enne kolmandat pdeva ei olnud
markimisvadrset idude tekkimist maérgata. Jooniselt 7 on toodud amiini oksiidaasi
eriaktiivsuse muutus sdltuvalt idude vanusest. Eriaktiivsuse maksimum saavutati kaheksandal
pdeva, millele jiargnes ensiilimi eriaktiivsuse langus, mis voib olla seotud lehtede tekkega
idudel. Saadud andmete pohjal kasutati edasised uurimistoos amiini oksiidaasi eraldamiseks

kaheksa paeva vanuseid herneidusid, kusjuures alati kasutati iihe ja sama firma herneid.

0.50
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3 ] I
= .
= 0.35 L, B
E< 030l S
2% 0.30—_ Lo &
= 0 c
fg‘ g 0.25 I @
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Aeg (paev)

Joonis 7. Maksimaalse viljundsignaali muutuse (parameeter A) sdltuvus herneidude
kasvamise ajast. Modtmised viidi 1dbi Shuhapnikuga kiillastatud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH
7,00) 25 °C juures; [1,5-diaminopentaan] = 0,15 mM, proovi siistiti 100 pl, reaktsioonindu
ruumala 38 ml.
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Amiini okslidaasi puhastamine herneidudest oli kolme etapiline. Algmaterjal esmalt
homogeniseeriti, seejirel valk sadestati ning erinevad valgud eraldati erinevate
kromatograafiliste meetodite abil. Amiini oksiidaasi eriaktiivsuse alusel hinnati erinevate
puhastusetappide efektiivsust ning samuti ensiilimi saagist. Selgus, et ensiiiimi puhastamise
kéaigus oli koige efektiivsem etapp sadestamine ammooniumsulfaadiga, mille kdigus amiini
okstidaasi eriaktiivsus tousis ligi 70 %. Saadud tulemused puhastamise efektiivsuse kohta eri
etappidel on toodud tabelis 2. Ensiitimi puhastamine tervikuna ei olnud véga efektiivne,
eriaktiivsus suurenes vaid 2 korda, samal ajal kui kirjanduse andmetel on saadud eriaktiivsuse

(32335 Puhastamise saagiseks saadi 51,8 %, mis on vorreldes

32-35]

tousuks isegi kuni 136 korda
kirjanduses leitavate andmetega ' viga hea tulemus. Puhastamisprotsessi efektiivsuse
tostmiseks on vaja modifitseerida kasutatud kromatograafilisi meetodeid — kasutada

efektiivsemaid kolonnide tdidiseid ning optimiseerida kolonnide modtmeid.

Tabel 2. Herneidudest amiini oksiidaasi puhastamisprotsessi erietappide efektiivsuse
hindamine erietappides. Kineetilised mdotmised viidi 1dbi dhuhapnikuga aereeritud 0,1 M
fosfaatpuhvris (pH 7,00) 25 °C juures, [1,5-diaminopentaan] = 0,15 mM; proovi siistiti 100
ul, reaktsioonindu ruumala 38 ml.

Kogu aktiivsus  Eriaktiivsus  Saagis

Fraktsioon (nkat) (nkat/mg) (%)
Algne ekstrakt (tsentrifuugitud) 1412,0 8,52 100
Sadestamine ammooniumsulfaadiga (30 %) 1326,0 8,68 93.9
Sadestamine ammooniumsulfaadiga (70 %) 1146,6 12,5 81,2
Ioon-vahetuskromatograafia 808,9 13,4 57,3
Geelkromatograafia 732,0 13,9 51,8

Puhastatud amiini oksiidaasi molekulmassi madramiseks kasutati geelkromatograafiat.
Sephadex G-200 tdidetud kolonni kalibreeriti ning markerainetena olid kasutusel
dekstriinsinist (M = 2 000 kDa), alkoholi oksiidaasi (EC 1.1.3.13, M = 600 kDa), gliikoosi
oksiidaasi (EC 1.1.3.4, M = 158 kDa), katalaasi (EC 1.11.1.6, M = 232 kDa), albumiini (M =
66 kDa) ja kaaliumdikromaati (M = 294 Da). Molekulmassi médramiseks saadi lineaarne
kalibreerimisgraafik, mis on toodud joonisel 8. Kalibreerimisgraafiku abil médérati puhastatud
amiini oksiidaasi molekulmassiks 184 + 2,6 kDa, mis langeb hasti kokku kirjanduses toodud

andmetega [**2°%,
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Joonis 8. Kalibreerimisgraafik molekulmassi mairamiseks. Sephadex G-200 kolonn,
voolukiirus 6 ml/h, detekteerimine neeldumise jargi A =280 nm.

3.2 Enstumi kataltdtiliste omaduste uurimine amperomeetriliselt

Herneidudest eraldatud amiini oksilidaasi aktiivsus miédrati amperomeetriliselt erinevate
amiinide suhtes, mille struktuurvalemid on toodud tabelis 4. Reaktsiooni kineetika jélgimiseks
kasutati Clark’i tiitipi hapnikuandurit, mille abil moddeti hapniku kontsentratsiooni

viahenemist reaktsioonikeskkonnas ensiitiimi poolt kataliiiisitava reaktsiooni kéigus.

Tabel 4. Substraadid, mille suhtes méarati amiini oksiidaasi eriaktiivsus.

Substraadid Struktuurid
NH,

1,2-diaminoetaan HzN/\/
1,3-diaminopropaan HZN/\/\NHz
1,4-diaminobutaan e~ NH,
(putrestsiin) H,N
1,5-diaminopentaan
(kadaveriin) H)N NH,
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/\/\/\/ NH,
1,6-diaminoheksaan H,N
1,7-diaminoheptaan HoN NH,
HN
<\ l/\
histamiin N NH,
HO
. NH,
dopamiin HO
1-aminobutaan HoN

Amiini oksiidaasi eriaktiivsust erinevate amiinide suhtes iseloomustati sensori signaali

kogumuutuse parameetri A alusel, mis arvutati biosensori diinaamilise mudeli alusel [54.53],
Viljundsignaali kogumuutuse parameetri sOltuvus erinevate alifaatsete diamiinide
kontsentratsioonist on toodud joonisel 9.
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Joonis 9. Maksimaalse signaali muutuse (parameeter A) soltuvus substraadi

kontsentratsioonist: (a) 1,5-diaminopentaan; (b) 1,4-diaminobutaan; (c) 1,6-diaminoheksaan;
(d) 1,7-diaminoheptaan; (e) 1,3-diaminopropaan; (f) 1,2-diaminoetaan. Kineetika modtmised
viidi 14dbi dhuhapnikuga aereeritud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH 7,00) 25° C juures.
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Selgus, et sobivaimaks substraadiks ensiilimi puhastusprotsessi efektiivsuse hindamisel
oleks 1,5-diaminopentaani (kadaveriin), sest juba viikestel substraadi kontsentratsioonidel
saadi mérkimisvddrne viljundsignaali muutus. Amiini oksiidaasi aktiivsus soltub oluliselt
metiileenriihmade arvust alifaatsete diamiinide reas (joonis 10), mis viitab amiini oksiidaasi

aktiivtsentri suurele spetsiifilisusele ja korgele tundlikkusele molekuli mddtmete suhtes.

0.8
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0.5-
04]
0.3-

0.2

Viljundssignaali kogumuutuse
parameeter A

0.1

0.0—- &N N

2 3 4
-n(CH,)-

(9]
[e)}
3

Joonis 10. Maksimaalse signaali muutuse (parameeter A) soltuvus metiileenrithmade
arvust alifaatsete diamiinide reas: 1,2-diaminoetaan; 1,3-diaminopropaan; 1,4-diaminobutaan;
1,5-diaminopentaan; 1,6-diaminoheksaan; 1,7-diaminoheptaan. Moddtmised viidi ldbi
ohuhapnikuga kiillastatud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH 7,00) 25° C juures.

Kasutades standardina amiini oksiidaasi eriaktiivsust 1,5-diaminopentaani suhtes (100 %),
arvutati maksimaalse véljundsignaali muutuse (parameeter A) alusel vélja suhtelised
eriaktiivsused ka teiste substraatide jaoks (tabel 5). Ensiitimi suhteline eriaktiivsus
aromaatsete amiinide - dopamiini ja histamiini suhtes vorreldes 1,5-diaminopentaaniga oli
ligikaudu 10 %, ehkki kirjanduse andmetel on nende substraatide suhtes saadud kiillaltki
korgeid aktiivsusi 2%,

Varreldes ensiiiimi eriaktiivsust iihesuguste mootmetega, kuid erinevat arvu aminoriihmi

sisaldavate molekulide suhtes, nditeks 1-aminobutaani ja 1,4-diaminobutaani korral, leiti, et

eriaktiivsused erinesid ligi 10 korda. Selle pohjuseks vdivad olla substraadi sidumisprotsessi
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kédigus toimuvad keemilised interaktsioonid, mis vdimaldavad mitut aminoriihma sisaldavate
molekulide spetsiifilist &ratundmist ja amiini oksiidaasi suuremat eriaktiivsust nende suhtes.
Parameetri A véirtustel alusel leiti valemite v2 ja v3 abil ka K védrtused erinevate

amiinsete substraatide jaoks (tabel 5).

Tabel 5. Amiini oksiidaasi suhtelised eriaktiivsused ja Ks véartused erinevatele
amiinidele.

Substraadid Eriaktiivsus (%0)* Ks (mM)
1,2-diaminoetaan 6.4 0,022 + 0,007
1,3-diaminopropaan 8,2 0,368 + 0,143
1,4-diaminobutaan
(putrestsiin) 86,2 1,150 £ 0,161
1,5-diaminopentaan
(kadaveriin) 100,0 1,919+ 0,421
1,6-diaminoheksaan 42,6 0,321 £ 0,067
1,7-diaminoheptaan 37,7 0,204 + 0,026
histamiin 9,8 0,052 +0,015
dopamiin 11,6 0,032 +£0,001
1-aminobutaan 9.8 0,159 + 0,064

* Amiini oksiidaasi suhtelised eriaktiivsused koige efektiivsema substraadi kadaveriini
suhtes %-des.

Nagu tulemustest selgus, sobib herneidudest eraldatud amiini oksiidaas véga hésti
biosensori bioselektiivseks elemendiks just kadaveriini ja putrestsiini médramiseks. Need
kaks on olulisemad biogeensed amiinid, mis tekivad toiduainete roiskumis- ja
kadrimisprotsessi tulemusena ning mille sisalduse alusel saab hinnata toiduainete kvaliteeti.
Ks vaidrtuseks 1,5-diaminopentaani ja 1,4-diaminobutaani jaoks saadi vastavalt 1,919 + 0,421

ja 1,150 £ 0,161 mM.
3.2.1 Biogeensete amiinide koosmdju

Tavaliselt on méadratavates proovides liheaegselt mitmeid erinevaid biogeenseid amiine.
Seepérast uuriti putrestsiini ja kadaveriini koosmdju biosensori véljundsignaalile ja selle

iseloomulikele parameetritele. Viidi 1&bi esialgsed modtmised, kus iihe substraadi (putrestsiini
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vOi kadaveriini) kontsentratsioon oli konstantne ning teise substraadi kontsentratsiooni
varieeriti.

Kadaveriini kontsentratsiooni moju signaali kogumuutuse parameetrile vorreldi
putrestsiini kontsentratsioonidel 0 ja 0,15 mM (joonis 11). Nagu jooniselt ndha, ei ole nende
substraatide mdju reaktsiooni parameetrile paris aditiivne, sest nii madalatel (alla 0,05 mM)
kui ka kdrgematel (iile 0,2 mM) kadaveriini kontsentratsioonidel on putrestsiinist tingitud

signaali muutus suurem kui keskmistel kadaveriini kontsentratsioonidel.

1.0

Viéljundssignaali kogumuutuse
parameeter A

0.0 0.1 0.2 03 04 0.5 0.6
[Cad] mM

Joonis 11. Viljundsignaali kogumuutuse sdltuvus kadaveriini kontsentratsioonist
erinevatel putrestsiini kontsentratsioonidel: (a) [putrestsiin] = 0 mM; (b) [putrestsiin] = 0,15
mM, 1* = 0,9985.

Samasugust nédhtust vois tdheldada ka signaali kogumuutuse parameetri sdltuvusel
putrestsiini kontsentratsioonist, kui kadaveriini kontsentratsioon lahuses oli fikseeritud (joonis

12).
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Joonis 12. Viljundsignaali kogumuutuse soltuvus putrestsiini kontsentratsioonist
erinevatel kadaveriini kontsentratsioonidel: (a) [kadaveriin] = 0 mM; (b) [kadaveriin] = 0,15
mM, r* = 0,9993.

Samas on koosmdju efekt niiteks substraatide kontsentratsioonidel 0,15 mM (A = 0,61)
viiksem kui mdlema substraadi poolt eraldi samal kontsentratsioonil pdhjustatud “puhaste”
efektide summa (A = 0,68). Kuna erinevates kala (ja teiste toiduainete) proovides on nende
substraatide suhted kiillaltki erinevad, siis biosenosori kalibreerimiseks ja praktiliseks
kasutamiseks tuleks edaspidi pohjalikumat uurida konkreetsetes toiduainete proovides

leiduvate biogeensete amiinide koosmdju biosensori véljundsignaali parameetritele.

3.3  Amiini okstidaasi immobiliseerimine

3.3.1 Amiini okstuidaasi immobiliseerimine nailonile dimettitlsulfaadi abil

Nailoni pinnal on iiksikud vabad reaktsioonitsentrid, mida saab kasutada kovalentseks
ensiiiimi sidumiseks. Uheks vdimaluseks reaktsioonitsentrite arvu suurendamiseks on nailoni
pinna alkiiiilimine dimetiitilsulfaadi (DMS) abil. Kuna DMS-ga t66tlemine mojutab oluliselt
nailoni mehhaanilisi omadusi, médrati esmalt kandja pinna aktiveerimise optimaalne aeg.

Optimaalseks aktiveerimise ajaks osutus kolm minutit. Aktiveerimisaja pikendamisel muutus
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nailon rabedaks ja raskesti toodeldavaks, lilhema aja jooksul ei saadud ensiiiimi
immobiliseerimiseks piisavalt aktiivset pinda.

Mootmiste kdigus toimus immobiliseeritud enstlitimi kiire aktiivsuse langus, mis soltus
eksponentsiaalselt niidi kasutamise arvust, mis viitab sellele, et ensiilim ei ole kandjale
seostunud kovalentselt ning modtmiste kdigus toimub selle mahapesemine. Peale esimest
kasutamist langes DMS abil immobiliseeritud ensiilimi aktiivsus 34 % vorra ning peale
kuuendat jarjestikku tehtud mdotmist oli ensiilimi aktiivsus vorreldes esimese modtmisega
langenud juba 75 %. Seega vOib Oelda, et DMS abil stabiilset immobiliseeritud amiini
oksiidaasi ei saadud ning seda immobiliseerimise meetodit ei kasutatud biosensori

bioselektiivsete elementide valmistamiseks.
3.3.2 Amiini okstidaasi immobiliseerimine nailonile glutaaraldehiddi abil

Potentsiaalsete reaktsioonitsentrite arvu suurendamiseks kasutati nailoni pinna osalist
hiidroliitisi. Selle kdigus aktiveeritakse amino- ja karboksiiiilriihmad, mida oleks vdimalik
kasutada edaspidiseks ensiilimi sidumiseks. Mida rohkem on kandjapinnal vabasid
karbokstitilrithmi, seda enam leidub ka vabu aminoriihmi, mis on vdimelised reageerima
glutaaraldehiiiidiga. Toetudes varasematele uurimustele tuleks nailoni pinna osalist happelist
hiidroliitisi viia 1dbi pehmetes tingimustes, liiga korge happe kontsentratsiooni ja/voi
temperatuur ning liiga pikk aktivatsiooniaeg vodivad pohjustada nailoni mehhaaniliste
omaduste muutumise: nailon muutub rabedaks ja kergesti purunevaks. Kéesolevas t60s viidi
hiidroliiiis 14bi 3,6 M soolhappega 45 °C juures ning optimaalseks ajaks osutus 40 minutit.

Aktiveeritud nailoni pinnale seoti esmalt glutaaraldehiiiid, mis oli linkeriks ensiitimi ja
kandja vahel. Glutaaraldehiitidi kontsentratsiooni varieeriti vahemikus 2,5...12,5 %. Selgus,
et glutaaraldehiilidi kontsentratsioon ei mdjuta oluliselt immobiliseeritud enstlitimi aktiivsust
ning edaspidi kasutati amiini oksiidaasi immobiliseerimiseks 5 % glutaaraldehiiiidi lahust.
Nailoni pinna aktiivsete rilhmade olemasolu tdestamiseks toddeldi aktiveeritud niite
ninhiidriini lahusega. Leiti, et nailon muutus kuumutades tumekollaseks, mis viitas vabade
aminorithmade olemasolule aktiveeritud nailoni pinnal.

Immobiliseeritud ensiitimi stabiilsust ajas uuriti 0,1 M fosfaatpuhvris +4° C juures. Selgus,
et glutaaraldehiiiidiga immobiliseeritud ensiiiim oli ajas stabiilne, kusjuures tema aktiivsus ei
viahenenud kuu aja jooksul iile 5 %. Samuti uuriti immobiliseeritud ensiilimi aktiivsuse

muutumist sOltuvalt selle kasutamise kordade arvust moodtmistel. Glutaaraldehiiiidi abil
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nailonile immobiliseeritud ensiilimi aktiivsus ei muutunud paraleelkatsete kdigus (tehti 4

paralleelset moStmist).

3.4 Biogeensete amiinide  kontsentratsiooni maaramine  kalas

biosensoriga ja HPLC meetodil

Kala (hdbeheik) proovides miérati biogeensete amiinide olemasolu biosensori abil.
Kalaproovide ettevalmistamiseks kasutati kahte erinevat meetodit. Meetodi nr. 1 korral
kasutati trikloridddikhapet ning meetodi nr. 2 korral perkloorhapet. Kui meetodi nr. 1 korral
lasti kalaproovidel lihtsalt seista solvendis, siis meetodi nr. 2 korral kasutati ultrahelivanni.
Sensoriga  on  vdimalik  detekteerida  hapniku  kontsentratsiooni  vdhenemine
reaktsioonikeskkonnas, kusjuures saadud signaali kogumuutuse parameeter sdltus
kalaproovide vanusest ning summaarne biogeensete amiinide kontsentratsioon kasvas
proovide sdilitamisel 0...10 pdeva jooksul. Seejuures suurenes toatemperatuuril hoiutud
proovides amiinide kontsentratsioon oluliselt kiiremini kui +4° C juures hoitud proovides.
Saadud tulemused meetodi nr. 2 korral on toodud joonisel 13. Proovide ettevalmistamiseks
meetodit nr. 1 kasutades saadi biosensori abil mdoddetav signaal oluliselt suuremate
proovikoguste korral.. Saadud tulemuste alusel ei saa teha jéareldusi konkreetse biogeense

amiini olemasolu kohta..
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Joonis 13. Viljundsignaali kogumuutuse parameetri soltuvus kala proovide vanusest.

Kala proove hoiti (a) toatemperatuuril; (b) +4 °C juures. Modtmised viidi 14bi dhuhapnikuga
aereeritud 0,1 M fosfaatpuhvris (pH 7,00) 25° C juures.
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Samades kala proovides méérati biogeensete amiinide sisaldust ka kromatograafiliselt
HPLC abil. Putrestsiini ja kadaveriini standardlahuste retensiooniaegadeks saadi vastavalt
23,5 ja 22,4 minutit. Standardlahuste kromatogrammid on toodud joonisel 14, kusjuures on

néha, et kasutatud tingimustel on nende lahutamine piisav.
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Joonis 14. HPLC kromatogramm standarditlahuste (a) putrestsiini ja (b) kadaveriini jaoks.

HPLC meetodil analiiiisiti toatemperatuuril 0...10 pdeva hoitud kalaproove. Néitena on
toodud toatemperatuuril hoitud kalaproovide kromatogrammid (joonis 15). Selgus, et vérskes
kalas putrestsiin puudub, kuid seal leidub madalates kontsentratsioonides kadaveriini.
Maksimaalne kadaveriini kontsentratsioon saadi viie pdeva vanuses proovis. Selgus ka, et
kiimnendaks pédevaks oli kadaveriini kontsentratsioon monevorra vahenenud, kuid putrestsiini
oma samas mdnevdrra kasvanud. Uldiselt esines kalaproovides putrestsiini suhteliselt vihe.

Saadud tulemused annavad hea aluse biosensori kalibreerimiseks biogeensete amiinide

maaramiseks.
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Joonis 15. Erinevate kalaproovide HPLC kromatogrammid biogeensete amiinide (a)
putrestsiini ning (b) kadaveriini sisalduse midaramiseks. Kalaproove hoiti toatemperatuuril (1)
0 pdeva, (2) 10 paeva.

Kiimne pédeva vanuse kalaproovi kromatogrammil (joonis 15, 2) on piigid kahe minuti
vorra nihkunud paremale, pdhjuseks on vastava proovi mdnevdrra korgem pH védrtus
vorreldes teiste proovidega. Kuid kui kromatogrammid asetada iiksteise peale ja vOtta arvesse

vastav nihe, siis piikide retensiooniajad kattuvad.

3.5 Eksperimendi edasine planeerimine

Labiviidud eksperimentaalne t66 on aluseks biogeensete amiinide biosensori
konstrueerimiseks ja kasutamiseks kalaproovide virskuse hindamiseks putrestsiini ja
kadaveriini sisalduse pohjal. To0s kasutati biosensori bioselektiivse elemendina herneidudest
eraldatud amiini oksiidaasi, mis on selektiivne eelpoolnimetatud diamiinide suhtes ja
voimaldab nende iihendite méddramist. Amiini oksiidaasi immobiliseerimisel nailonkandjale
saadi kiill aktiivne ensiilim, kuid selle eriaktiivsus kandja iihiku kohta ei ole piisav praktikas
kasutatava sensori konstrueerimiseks ning edaspidi oleks vaja uurida voimalusi ensiiiimi
immobiliseerimise efektiivsuse tostmiseks, mis omakorda eeldab ensiilimi puhastamise

efektiivsuse suurendamiset ning kontsentreeritumate lahuste kasutamist immobiliseerimisel.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritod eesmargiks oli uurida vdoimalusi biogeensete amiinide biosensori
konstrueerimiseks, kasutades biosensori bioselektiivse elemendina herneidudest eraldatud
amiini oksiidaasi (EC 1.4.3.6).

Too koosnes viiest etapist: amiini oksilidaasi eraldamine herneidudest, solubiliseeritud
enslitimi kataliititiliste omaduste uurimine erinevate amiinide ning amiinide segude suhtes,
ensliimi immobiliseerimine nailonist kandjale ning kalaproovides biogeensete amiinide
midramine solubiliseeritud ensiilimi abil.

To60s uuriti herneidudest amiini oksiidaasi eraldamist ning hinnati puhastamisprotsessi
efektiivsust. Puhastamise saagiseks saadi 51,8 %, mis on vorreldes kirjandusest leitavate
andmetega viga hea tulemus. Puhastamiseks kasutatud kromatograafiliste meetodite korral
ensiilimi eriaktiivsus aga ei suurenenud mirgatavalt. Puhastusprotsessi efektiivsuse tdstmiseks
oleks vaja kasutatud kromatograafilisi meetodeid monevorra modifitseerida — kasutada
efektiivsemaid tdidiseid, optimeerida kolonnide modtmeid ning muuta voolutitena kasutatud
lahuseid.

Puhastatud amiini oksiidaasi kataliiiitilisi omadusi iseloomustati amperomeetriliselt
Clark’i tiitipi hapnikuanduri abil alifaatsete di-, monoamiinide ning aromaatsete amiinide
suhtes. Tulemustest selgus, et herneidudest puhastatud amiini oksiidaasi eriaktiivsus soltub
oluliselt metiileenriihmade arvust alifaatsete diamiinide reas. Korged eriaktiivsuse véértused
saadi 1,5-diaminopentaani (kadaveriini) ja 1,4-diaminobutaani (putrestsiini) korral, need on
peamised biogeensed amiinid, mis tekivad toidus roiskumis- ja kddrimisprotsessi tulemusena.
Uuriti ka kadaveriini ja putrestsiini koosmoju biosensori valjundsignaalile, millest selgus, et
substraatide mdju reaktsiooni parameetritele ei ole aditiivne.

Eraldatud amiini oksiidaasi kasutamiseks biosensori bioselektiivse elemendina
immobiliseeriti ensliiim erinevaid meetodeid kasutades niidikujulisele nailonkandjale,
reagentidena kasutati dimetiililsulfaati ja glutaaraldehiitidi. Tulemustest selgus, et stabiilne
immobilisatsioon saadi vaid glutaaraldehiiiidiga immobiliseerides.

Solubiliseeritud ensiitimi kasutati biogeensete amiinide mairamiseks kala proovides ning
saadud modtetulemusi vorreldi korgefektiivse vedelikkromatograafia andmetega.

Leiti, et herneidudest eraldatud ensiilim sobib kasutamiseks biosensoris bioselektiivse

elemendina biogeensete amiinide méddramiseks ning kala vérskuse hindamiseks.
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SUMMARY

Construction of a biosensor for biogenic amines

The aim of the present work was to analyze the applicability of a simple and rapid method
for the determination of biogenic amines. For that purpose amine oxidase (EC 1.4.3.6) from
pea seedlings (Pisum sativum) was immobilized onto a nylon carrier and was used in a
biosensor as a bioactive element.

The study consisted of five steps: the separation of amine oxidase from pea seedlings;
characterization of the catalytic properties of solubilized enzyme towards different amines and
amine mixtures; use of the solubilized enzyme to detect biogenic amines in fish samples; and
immobilization of the purified enzyme onto nylon carrier.

The purification of amine oxidase from pea seedlings was studied and evaluated. Enzyme
purification yield was 51.8 %, which is highest yield compared with earlier studies in this
field. However, specific activity of the enzyme did not increase significantly during the
chromatographic purification and further studies should be carried out to increase the
efficiency of this method. The efficiency of purification process could be raised if more
effective column packings were used, if the column measures and the choice of eluents were
optimised.

Clark type oxygen sensor was used to characterize the purified amine oxidase catalytical
properties towards aliphatic di- and monoamines, but also aromatic amines. It was shown that
the specific activity of amine oxidase purified from pea seedlings depends significantly from
the number methylene groups in aliphatic diamines. High specific activities were obtained
with 1,5-diaminopentane (cadaverine) and 1,4-diaminobutane (putrescine), which are the two
major bigenic amines produced in putrefaction and brewing processes. We also studied the
combined effect of cadaverine and putrescine on biosensor signal parameters and found that
their effects were not additive.

Immobilization of the purified enzyme onto a nylon carrier was studied by using two
reagents: dimethyl sulphate and glutaraldehyde. Experiments showed that stable

immobilization was only achieved by immobilizing with glutaraldehyde.
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